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硒 对 金黄 滴 虫 生长 谷 胱 甘 肽 过 氧化 
物 酶 及 超 微 结构 的 影响 
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基本 相同 。 在 含 硒 6ppm 的 培养 液 中 ， 前 48 小 时 细胞 生长 正常 ， 以 后 容器 中 出 
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HERE RE, SHREK, ETPLRATTLAC PATE, 成 一 小 叫 。 
在 电镜 下 ， 核 仁 的 中 央 区 电子 密度 很 低 ， 这 一 区 域 可 能 相当 于 干涉 镜 下 所 见 的 
小 好。 在 另 一 切面 上 可 以 看 出 这 一 区 域 是 有 开口 与 核 基质 相通 的 。 电 镜 照 片 还 
捕 示 叶 绿 性 结构 松散 ， 类 费 休 减少， 在 稀 泣 的 基质 中 出 现 一 些 直径 约 为 0.4 一 
0,5k Seth, 部 分 细胞 的 线粒体 形态 异常 ， 内 质 同 及 管状 纤维 增多 。 
此 外 ， 人 必 者 测定 了 细胞 谷 胱 甘 肽 过 和 饼 化 物 酶 的 活性 的 变化 ， 并 对 硒 的 作用 、 核 
刁 和 叶绿体 的 变化 以 及 核 仁 样 小 体 的 性 质 进行 了 讨论 。 


xem 。 SNNS 三 生长 GSH-Px BMH 


硒 是 动物 和 人 体 正 常生 长 、 发 育 和 繁殖 所 必需 的 一 种 概 量 元 素 。 近 年 来 ， 也 有 关于 
硒 能 抗 痛 的 报道 。 我 国 某 些 地 区 的 克 山 病 和 大 骨节 病 的 发 病原 因 可 能 与 食 物 中 缺 硒 有 
关 。 因 此 给 以 亚 硒 酸 钠 往 往 能 取得 防治 效果 。 但 另 一 方面 ， 过 量 的 硝 可 引起 中 毒 ， 导 致 
肝 及 血液 系统 的 疾病 。 人 们 在 营养 中 究 况 需要 多 少 码 以 及 人 体 对 三 的 最 高 耐 受 量 ， 是 在 
硒 的 实际 应 用 前 必须 了 解 的 。 

作者 研究 了 几 种 单 细胞 生物 在 不 同 硒 含量 的 培养 滤 中 的 生长 情况 ， 发 现金 黄 滴 虫 对 
硒 较 咎 感 ， 当 培养 液 中 含有 3 ppm 硒 时 ， 细 胞 生长 便 受 到 抑制 。 作 者 还 观察 了 硒 对 金黄 
滴 虫 超 微 结构 和 谷 胱 甘 及 过 氧化 物 酶 活性 的 影响 。 本 文 是 这 些 初 步 现 察 的 总 结 。 


材料 与 方法 
材料 所 用 材料 为 1978 年 在 北京 采 到 的 一 株 丹 麦 金黄 滴 虫 (Ochromonas danica 


* 本 文 是 作者 于 1983 一 1984 年 在 北京 大 学 生 蚁 系 进修 期 癌 在 陈 较 增 教 授 的 设计 和 指导 下 完成 的 ,在 此 深 表 谢 囊 | 
本 文 19&4 年 10 月 $ HH, 1985: 3 H27H RD REM, 
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E dt ECC TP REM CDU ——— A n 
Pringshim) , HESS. OIERA 0.2% FAR, 0.1% BER 
ty, 0.1% WB, pH6.0, MEAE. E250, FEAR (2000lux) 与 黑暗 相间 C12 
小 时 /12 小 时 )》 。 

生长 曲 钱 的 制作 ”在 培养 液 中 加 入 不 同 量 的 SO:， 人 制 成 一 系列 不 同 含 Se M(ppm) 
的 培养 液 ， 并 接种 金黄 滴 虫 。 接 种 后 个 于 上 述 条 件 下 培养 ， 每 陋 12 小 时 取样 一 次 ， 用 血 
妹 计 数 板 计数 ， 制 成 生长 曲线 。 同 时 也 用 血球 细胞 计数 器 和 比 浊 等 方法 进行 核对 。 

迁 射电 镜 样 品 制备 ”离心 收集 培养 三 天 的 金黄 滴 虫 ， 用 1,25% 戊 二 醋 和 1 % 四 氧化 
欠 双 固定 ， 乙 醇 一 丙酮 脱 水 ，Bpon 812 或 “618” 环 氧 树脂 包 埋 。 在 LKB 一 夏 型 超 萍 切 
片 机 切片 ,醋酸 双 氧 铀 和 柠 禄 酸 铅 染 色 , Philips-400T 和 H-300 等 透射 电镜 观察 。 另 外 ， 
为 了 确定 叶绿体 中 槟 仁 样 小 体 与 核 仁 的 关系 ， 用 EDTA 对 上 述 超 薄 切 片 做 了 如 下 人 处 理 ， 
UE 8396 H,0, 处 理 10 分 钟 > 5 % 醋 酸 双 氧 铀 水 溶液 染色 5 分 钟 漂 洗 >0,2M EDTA 
处 理 15 分 钟 > 漂 洗 > 干 燥 ~ 柠 样 酸 希 染色 3 分 钟 深 洗 广 干燥 > 观察 。 此 实验 的 原理 及 
方法 主要 参考 Moyne，1980。 

SRE REWER (GSH-Px) 的 测定 GSH-Px 是 一 个 含 硒 酶 ， 对 此 酶 的 测定 
可 间接 反映 硒 对 细胞 的 影响 。 测 定 方法 主要 参考 了 《 克 山 病 科研 资料 汇 编 》 第 一 8L 
1977 年 。 加 样品 制备 ， 离 心 收集 培养 三 天 和 四 天 的 细胞 ， 用 0.22 磷酸 缓冲 液 (PH7.0) 
洗 两 次 ， 将 细胞 悬浮 于 少量 缓冲 液 中 ， 用 超声 波 破 碎 细 胞 后 ， 在 4"C，、3000g 离心 15 分 
bh, HY ERHARWEGSH-Px, QAR HE (GSH) 的 标准 曲线 ， 取 1.0mM GSH 
3H 0.0.20, 0.40, 0.60, 0.80, 1.00ml, DLA KM 10ml 刻度 ， BRIKKE 
0.20. 40,60, 80M100LMAYGSH HREM, RARER 2.00ml, BARE B, 200.92M 
Na,HPO，2.50ml， 比 色 前 加 入 DTNB (5,5' 一 二 硫 对 2 ER) 显 色 液 0. 50ml, 
用 1 cm 标 在 5 分 钟 时 于 4221m 波长 读 取 光 密 度 (以 藻 坊 水 调 0 点 ) . ONERE, Æ 
Smi REHIA mM GSH 0.40ml, RARR dn, HAGE ICKY 
预 热 5 分 钟 ， 再 加 入 已 预 热 的 1.25--1.50mj 的 了 DO:0.20ml (H:O: 在 使 用 前 要 准确 标 
430 ， 准 确 反 应 5 分 钟 后 ， 立 即 加 入 偏 秦 柄 沉淀 液 4,.00ml， 停 止 反应 ， 然 后 于 3000 转 / 
分 离心 10 分 钟 ， 四 韭菜 反应 ， 各 步 又 均 与 酶 促 反 应 相同 ， 反 以 燕 怕 水 0.40ml 代 替 样 品 秘 
«à. Oe. NODE EE 2.00m, Jg 0.32M Na,HPO, 2,5ml， 如 前 所 
述 ， 加 0.50ml DTNB 显 色 液 后 ， 在 5 分 钟 时 于 422nm 波 长 读 取 光 密度 。 用 不 加 DTNB 的 
样品 作 空白 。 因 计算 GSH-Px 的 比 活性 。 金 黄 滴 虫 GSH-Px 的 活力 单位 规定 为 ，0.4ml 
细胞 匀 浆 的 上 消 液 〔3000g，15 分 钟 ) 在 37"C 反 应 OF PN, TEMA, RSM 
甘 驮 浓度 降低 1h 邓 为 一 个 酶 活力 单位 。 用 Folin 且 法 测定 细胞 义 浆 上 清流 的 蛋 日 全 时 
计算 醇 的 比 活性 。 
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1 ,不 同 浓度 的 三 对 金黄 滴 虫 群体 生长 的 影响 ”将 金黄 滴 虫 分 别 培 养 在 含有 0:1， 
0,5、 1 、3 、6 、12、25、50 和 100ppam 硒 的 培养 液 申 ， 并 以 不 加 硒 的 培养 液 作为 对 璨 ， 
根据 培养 液 的 颜色 和 混浊 度 可 粗略 查 出 细胞 群体 的 生长 情况 ， th BS FER BP et we 
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BPARANEEK, DAN, EAM Ippm 以 下 的 培养 液 中 生长 的 金黄 滴 贝 与 对 照 组 基本 
相同 ， 在 含 硒 3ppm 培养 液 中 群体 生长 受到 抑制 ， 在 含 硒 6ppzan 培 养 液 中 群体 生长 受到 了 明 
显 抑制 ， 硒 的 浓 产 达到 25ppm 时 ， 和 群体 则 不 能 生长 。 

根据 上 述 初 步 观察 ， 必 者 选用 了 含 硒 量 分 别 为 ppm 和 6ppm 的 培养 滚 ， 接 种 金黄 滴 
贝 ， 制 作 生 长 曲线 〈 图 1 》 。 从 生长 曲线 可 以 看 到 ， 前 60 小 时 ， 在 合 硒 1ppm HRY 
的 金黄 滴 虫 群体 生长 与 对 照 组 相同 到 96 小 时 ， 二 者 群体 密度 都 达到 最 高峰， 前 者 为 
3.7x10* 细 胞 /毫升 ， 后 者 为 4.2 x 10^ 489 4L / 3E 71, TEE E 6ppm 的 培养 液 中 生长 的 金 商 
滴 虫 ， 群 体 在 48 小 时 以 前 与 对 照 组 基本 相同 ， 以 后 生长 变 慢 ， 到 72 小 时 网 跑 密度 达到 最 
高 峰 ， 为 3,1x10* 细 胞 /毫升 ,此 后 ， 细 胞 数目 明显 下 降 ， 同 时 培养 液 发 出 类 似 硫化 毛 的 
自 味 ， 到 96 小 时 细胞 数 降 至 1.2x 10* 细 胞 /毫升 。 

2, 光 学 显微镜 检查 “在 含 硒 lppm 的 培养 液 中 ， 生 长 3 一 4 天 的 细 息 在 形态 结构 上 
与 正常 细胞 没有 可 见 的 差别 ， 但 在 含 硒 6ppm 培养 液 中 生长 的 细胞 则 显示 一 些 明 显 的 变 
化 。 正 常 健康 的 细胞 游泳 时 一 般 为 不 规则 的 梨 形 ， 后 端 延 促成 一 个 细 长 的 “ 尾 ”。 而 三 
处 理 的 细胞 常 失去 正常 的 形态 ， 变 为 圆 球形 ， 大 多 沉 于 试 答 底 部 或 附 于 试管 壁 上 ， 运 动 
BE. RA, BAA, SRR Cleucosin) 增 大 。 用 干涉 显微镜 还 可 以 清 
楚 地 看 到 细胞 核 仁 的 变化 ， 正 常 细 胞 的 核 仁 为 均 质 是 出 的 小 球 (图 版 1. 1 ,前 头 ) ， 而 
在 含 厢 6ppm 培 养 液 中 的 细胞 ， 则 出 的 核 仁 中 央 往 往 出 现 一 个 症 陷 的 小 窜 (HIR 1-2, 
箭头 ) ， 此 种 形态 在 电镀 恨 片 上 也 可 君 到 CAD. 

3, 超 微 结构 观察 ”为 了 便于 比较 ， 现 扼要 说 明正 常 的 金黄 滴 虫 的 超 微 结构 (图 版 I 。 
3) 。 金 黄 滴 虫 的 细胞 核 位 于 身体 前 端 ， 核 中 央 有 一 电子 致 败 的 核 夸 ， 核 的 外 膜 向 外 延 
伸 ， 所 国 叶 绿 体 成 为 叶绿体 外 被 。 核 的 外 膜 上 附 有 核糖 体 ， 有 内 质 网 的 功能 (Gibbs, 
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C, chloroplast; ER, endoplasmic reticulum; F, flagellumy 

G, Golgi apparatus; L. Leucosim M, mitochondria; N, nucleass Nu, nucleolus 

Pl. T, 1, 2, Interference microscopy of living Ochromonas, arrow indicates nucleoolus:!, Cell in 
medium without Se**; 2, Cell in medium containing 6ppm Se**. x 3100. 

2, Section of cell from nutrient medium showing the location and ultrastructure of organelles. Large 
arrow points to chloroplast nucleoid, smail arrow tubular fibrils. x 13200 . 

4, Ultrastructural changes of Ochromonas in mtdium containing Se‘* (éppm), Note the nucleolus- 
like bodies in chloroplast (small arrow). x 15000 

5, 6, Nucleolus of Orhromonas from the same medium as 4. 5, x 15000, 6, x 41800. 


1962)， 它 可 以 向 前 方 泌 出 小 泡 ， 形 成 高 尔 基 体 〈Coje and Wynne, 1973) , 细胞 质 中 
内 质 网 较 少 。 每 个 细胞 一 般 只 有 一 个 两 叶 形 的 叶绿体 ， 其 类 闸 体 排列 整齐 ， 基 质 较 致 
密 。 新 形成 的 叶绿体 较 小 ， 形 状 多 不 规则 ， 片 层 较 少 ， 基 质 也 不 太 致密 。 在 电镜 照片 上 
还 显示 出 叶绿体 两 端 各 有 一 个 低 电 子 密度 的 区 域 ‘图 版 1, 3 ,大 箭头 ) ， 这 是 叶绿体 所 
Ei (nucleoid) 所 在 的 部 位 。Gibbs 等 (1974) 证 明 此 拟 核 旦 球形。 叶绿体 在 远离 细胞 核 
的 一 般 可 向 外 排出 同心 圆 的 列 状 小 体 ， 即 髓 样 小 惊 (myelin figures, Aaronson 等 ， 
1971) 。 

在 含 硒 1ppm 的 培养 液 中 生长 三 天 的 金黄 滴 虫 ， 超 微 结 构 未 发 现 变化 ， 而 在 含 硒 
6ppm 的 培养 液 中 生长 的 虫 体 则 出 现 了 显著 变化 〈 图 版 1 .4 ) 。 很 多 细胞 核 仁 的 中 央 区 
电子 密度 长， 周围 为 高 电子 密度 的 ， 由 致密 颗粒 形成 的 订 层 《图 版 1.5) 。 但 从 图 版 
l.e 可 以 看 出 ， 外 周 黑 色 的 题 粒 层 不是 完整 的 ， 而 是 一 个 有 开口 的 外 壳 ， 使 核 夸 中 央 
低 电 子 密 度 的 区 域 和 核 基 质 相通 。 核 仁 前 此 种 变化 人 
的 活 细胞 所 看 到 的 变化 相符 合 〈 图 版 I.2) 。 

叶绿体 的 变化 也 很 显著 。 很 多 叶绿体 松散 、 趾 大 ， 类 囊 体 减少 ， 分 散 于 稀薄 的 基质 
中 《图 版 1,4， 图 版 I. 1》 。 基 质 中 还 党 出 现 一 些 入 样 小 体 〈 图 版 I. 1) o 在 切片 
上 还 可 看 到 叶绿体 中 存在 1 一 2 个 电子 致密 的 圆 形 或 椭圆 形 小 体 , 直径 约 为 0,4 一 0.5ka 
(图 版 1.4 ， 图 版 I .1，2，3，4，5，7) ， 这 些小 体 的 形态 以 及 电子 密度 与 核 
CRA CEDAR E 。4 , 比较 图 版 I. 6 和 图 版 I .5 ) ， 从 图 版 IL.1，4，5 可 以 清楚 看 
出 ， 它 们 也 是 由 电子 致密 的 颗粒 组 成 的 。 经 EDTA 处 理 ， 这 些小 体 的 反应 也 与 核 仁 很 相 
f (图 版 .3 )， 两 者 都 是 中 央 部 分 的 物质 首先 被 EDTA 束 合 下 去 ， 电 子 密度 变 低 ， 呈 
空洞 状 。 作 者 将 这 种 结构 称 为 核 夸 样 小 体 (nucleolus-like body), HEME AET 
叶绿体 氢 核 所 在 部 分 或 拟 核 附近 〈 图 版 IT. 4， 图 版 1 . 1) ， 这 在 经 硒 处 理 后 但 结构 未 
被 破坏 的 叶绿体 中 看 得 更 清楚 (图 版 TI。 2, 4). 

线粒体 的 变化 不 象 核 仁和 叶绿体 那样 显著 。 有 些 线粒体 基本 保持 了 正常 的 形态 (图 
版 1。4) ， 有 些 则 请 不 完整 ， 基 质 稀 薄 (比较 图 版 ,6 和 7) 。 此 外 ， 有 些 细胞 的 内 
质 网 增多 。 如 图 版 1,4， 内 质 网 盘 绕 呈 环 状 ， 大 花头 示 位 于 叶绿体 附近 的 管状 纤维 。 

4.GSH-Px 的 测定 ”作者 对 正常 的 和 生长 在 会 研 Sppm 培 养 液 中 的 金黄 滴 虫 的 GSH- 
Px 进行 了 测定 。 取 样 时 间 为 72 小 时 和 96 小 时 ; 重复 测定 三 次 以 上 ， 景 大 误差 不 超过 8%, 
EI EL TE PE LR 1 。 
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Ri WEG, SRMARGSH-Px 的 比 活性 
Tab. 1 Specific activity of GSH-Px of Ochromonas danica 


Bf] 《小 时 》 对 照 组 实验 组 
hrs control (A Ses*Gppnm) 


72 89.9 128.8 
86 86.4 11.2 





讨 论 


以 上 结果 说 明 ， 本 种 金黄 滴 虫 对 硒 的 最 高 耐 受 量 为 I1ppm， 高 于 1ppm 时 ， 细 胞 生长 
受到 抑制 ， 形 态 结构 也 出 现 变化 。 关 于 硒 作 用 的 机 制 迄今 还 很 不 清 椒 。 从 以 上 实验 可 以 
君 出 ， 较 低 浓 度 的 硒 (6ppm) 对 群体 早期 的 生长 是 没有 多 大 影响 的 ， 到 72 小 时 群体 密度 
可 达 3.1x10* 细 胞 /毫升 (此 时 对 照 组 为 3.7x 10* 细胞 /毫升 ) ,这 时 细胞 GSH-Px 的 活 
性 比 对 照 组 高 44,7%。 但 是 在 对 数 生长 的 后 期 ， 特 别 是 72 小 时 以 后 药 平 衡 期 ， 随 着 细胞 
密度 的 增加 ， 培 养 液 中 发 出 浓厚 的 类 似 硫化 毛 的 自 味 ， 从 此 细胞 密度 急剧 下 降 ， GSH- 
Px 的 活性 也 比 原 来 降低 了 80,9%。 这 种 自 味 是 否 果然 来 自 矿 北伐 ， 有 竺 分 析 测 定 。 但 
是 三 有 取代 -SH 基 中 硫 的 作用 ，GSH-Px 又 是 含 硫 的 、 以 硒 为 辅 基 的 酵 ， 这 表明 过 量 的 
硒 可 能 使 细胞 发 生 深 刻 的 代谢 变化 而 导致 死亡 。 至 于 具体 的 代谢 过 程 则 有 待 于 继续 研 
究 。 

硒 处 理 后 在 电镜 下 显示 的 许多 细胞 核 苇 是， 高 电子 密度 的 外 周 包 国 一 个 低 电 子 密 度 
的 中 心 。 此 种 形态 与 Jordan 和 Cullis (1982) 所 给 制 的 新 形成 的 核 夺 形态 很 相似 。 在 罗 
塌 和 小 鼠 的 卵 母 细胞 、 掀 塌 的 体 细胞 和 菊 氏 腹水 瘤 细 胸中 ，rDNA 转 录 产 生 rRNA 的 过 
程 首 先是 在 核 仁 组 织 省 外 周 发 生 的 ， 所 以 新 形成 的 核 仁 中 央 只 有 rDNA 纤维 ， 呈 中 “ 空 ” 
EA (Goessens, 1978, Mirre and Stahl, 1978), AWAARA, EHAR AE 
换 制 了 核 夺 rDNA 的 转录 ， 因 而 核 仁 停 留 在 新 形成 时 的 中 “ 空 ” 形 态 。 

在 硒 的 作用 下 ， 叶 绿 体 的 形态 与 细胞 分 玖 时 新 形成 的 正常 叶 录 性 的 形态 有 些 相 似 之 
处 ， 如 类 圳 体 较 少 并 且 排 列 松散 ， 基 质 不 致密 等 。 但 新 形成 的 正常 叶绿体 较 小 ， 而 硒 处 
RMR A. BREATHS HRA RA, PCRS 
阶段 ， 同 时 出 现 一 些 不 正常 的 形态 ， 如 膨大 等 。 

关于 在 叶绿体 中 存在 核 仁 样 小 体 的 问题 ， 在 某 些 原生 物 中 已 有 过 报道 。 例 如 , Bibby 
和 Dodge (1974) 7E—-FRAMER (Scrippsielia sweeneyae) 叶绿体 的 氢 核 中 央 发 现 
了 一 个 最 大 直径 为 1um 的 核 夺 样 小 体 ， 或 称 内 体 (inner body)， 并 推测 这 种 结构 与 叶 绿 
体 核糖 体 的 制造 有 关 。 我 们 观察 到 的 核 仁 样 小 体 ， 在 形态 、 染 色 程 度 、 与 EDTIA 的 反应 
LE SaBBR CAL, DENRA PARDEE, MAA DNA 的 荧光 染料 
DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole) 32 4& iE B] IZ BO ZR RDNA (方法 参考 Cole- 
man, 1979) 。 根 据 这 些 结果 ， 作 者 认为 这 种 核 仁 样 小 体 可 能 与 Bibby 和 Dodge 所 称 的 核 
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仁 样 小 体 是 相同 的 细胞 结构 ， 与 叶绿体 核糖 体 的 制造 有 关 。 至 于 核 仁 样 小 体 的 性 质 ， 它 
的 出 现 与 三 的 作 有 用、 细胞核 仁 的 异常 有 什么 关系 均 有 待 于 继续 研究 。 
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EFFECTS OF SELENIUM ON THE GROWTH, GLUTATHIONE 
PEROXIDASE AND ULTRASTRUCTURE OF 
OCHROMONAS DANICA 


Zhu Hua* 


(Kunming Ecology Laboratory, Academia Sinica, Kunming, China) 


Axenic culture of Ochromonas danica from the Protozoology Laboratory 
of Peking University was used for this study, In proteose peptone-glucose 


medium containing 1ppm, selenium (in the form of Na,SeO,), Ochromonas 
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` cells grew normally as compared with the control cells in medium without 
selenium, When the selenium content was increased to 6ppm,, cell population 
still grew normally in the first 48 hrs, then a disgusting smell somewhat 
similar to that of H,S occurred in the culture and the cell population declined 
abruptly, Most of the cells at the declining stage fell to the bottom of thc 
container and moved only slowly, In most cells examined under an interfer- 
ence microscope, a depression appeared in the center of the nucleolus, This 
change of the nucleolus was confirmed by electron microscopy. In electron 
micrographs of these declining cells, the nucleolus appeared as a spherule with 
an electron transparent center surrounded by a think layer of clectron dense 
mass, If the cutting face is proper, as is in Pl. T, Fig. 6, an opening at the 
thick electron layer can be seen which allows the continuation of the central 
region to the nucleoplasm. The chloroplasts of these cells were also affected, 
Besides the reduction in number and the loose arragement of the thylakoids, 
ihe most remarkable change of the chloroplasts is the appearance of 1 or 2 
spherical bodies in the region of the nucleoids, These spherical bodies, the 
nucleolus-like bodies, consisted of electron dense granules and were very similar 
in appearance to nucleolus, They did not react to DAPI, a fluorescence dye 
specific to DNA, but gave the same reaction to EDTA as nucleoli did (Pl, T, 
Fig, 3). The endoplasmic reticulum seemed to be increased in amount and 
more mastigonemes were seen, In some cells, the structure of mitochondria 
also showed damages to some extent, The activity of glutathione peroxidase, a 
selenium containing enzyme, of the cells in medium containing 8ppm. selenium 
rose at 72 hrs of growth but fell below normal when the culture was 96 hrs 
old, As Ochromonas is very sensitive to selenium, it is suggested that it may 
be used as a monitoring organism for selenium pollution, 
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